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Referat: 
Um die vermutete Beteiligung von P2Y-Rezeptoren bei der Verarbeitung von Angst zu 
untersuchen, wurde in dieser Arbeit das P2Y1,11,12,13-rezeptorspezifische ADP-Analogon 
ADPβS, der P2X1,3-Rezeptoragonist α,βmeATP, der unspezifische P2-Rezeptorantagonist 
PPADS und der spezifische P2Y1-Rezeptorantagonist MRS 2179 Ratten 
intracerebroventrikulär injiziert und die Wirkung in einem Verhaltensversuch mit dem 
standardisierten Angstmodell des elevated plus-maze untersucht. ADPβS (50 fmol und 
500 fmol) zeigte anxiolytische Wirkung mit vermehrten Eintritten und gesteigerten 
Aufenthalten der Tiere auf den offenen Armen. Eine Vorweggabe von entweder PPADS 
(5 pmol) oder MRS 2179 (5 pmol) konnte diesen Effekt wieder vollständig antagonisieren. 
Auch eine Vorbehandlung durch den generellen NOS Inhibitor L-NAME konnte die ADPβS-
Wirkung verhindern. Alleine gegeben zeigten diese drei Substanzen anxiogene Wirkung mit 
einer verminderten Aufenthaltszeit auf den offenen Armen sowie weniger Eintritte in die 
selbigen. Der anxiogene Effekt konnte wiederum durch eine Gabe von L-Arginin (500 pmol), 
das durch die NOS in Citrullin und NO umgewandelt wird, verhindert werden, nicht aber 
durch D-Arginin (500 pmol), das kein Substrat der NOS ist. Immunhistochemisch konnte im 
dorsomedialen Hypothalamus eine sehr hohe Dichte von P2Y1-Rezeptoren sowie nNOS 
nachgewiesen werden. Durch lokale Applikation von ADPβS (100 pmol) in diesem Bereich 
konnte ein deutlicher anxiolytischer Effekt erreicht werden. 10 pmol MRS 2179, ebenfalls 
lokal appliziert, konnte diesen Wirkung antagonisieren. Zusammenfassend kann postuliert 
werden, dass P2Y1-Rezeptoren maßgeblich an der Verarbeitung von Angst bei männlichen 
Wistar-Ratten beteiligt sind, die Vorgänge eng mit der Veränderung der NO-Konzentration 
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Angst, eigentlich zu übersetzen mit „Enge, Beklemmung“, da abstammend vom lateinischen 
Wort „angustus“ – zu deutsch „eng“, wird im Allgemeinen als Reaktion auf eine unbestimmte 
Bedrohung definiert. 
Angst ist ein starker Affekt, der oft von als unangenehm erlebten körperlichen Symptomen 
wie erhöhte Pulsfrequenz, Schweißausbruch, erschwerte Atmung, Zittern und gesteigerte 
Blasen- und Darmtätigkeit beleitet und mit einer Minderung der willens- und 
verstandsvermittelten Selbstkontrolle der betroffenen Person verbunden ist.  
Die Fähigkeit Angst zu verspüren, gehört zu den wichtigsten Emotionen, denn durch sie ist 
ein Lebewesen in der Lage, Gefahren zu erkennen und entsprechend zu reagieren 
In der Psychologie wird Angst als ein Gefühlszustand verstanden, der mit 
Beklemmungsgefühlen in Brust- und Herzbereich, Bedrückung, Erregung, Unlust und oft 
auch Verzweiflung einhergeht und durch jede real erlebte aber auch allein fiktive, häufig nicht 
voll bewusste Lebensbeeinträchtigung oder –bedrohung hervorgerufen wird. Dabei kann man 
zwischen akuter Angst im Sinne einer Reaktion auf eine angsterregende Situation 
beziehungsweise intrapsychische Reizkonstellation und chronischer Angst im Sinne von 
Phobien und Neurosen unterscheiden. Übersteigt das Angstempfinden wie bei letzterer 
Angstform aber eine noch physiologische Intensität, tritt es in unangemessener Situation oder 
ohne konkreten Auslöser auf und vermindert damit mehr oder weniger die Lebensqualität der 
Betroffenen, wird von einer Angststörung gesprochen (Höfling, S., 1994). 
Angststörungen als Phobien oder Angstattacken in verschiedenen Formen treten in 
Deutschland immer häufiger auf. Zur Zeit wird davon ausgegangen, dass 15-30% der 
Bevölkerung darunter leidet (WHO-Studie 2000). Im World Health Report 2001 der WHO 
wurde den psychischen Erkrankungen, insbesondere den Angststörungen, eine führende 
Position zugeschrieben. Sie wurden als Ursache von 12% aller disability-adjusted life-years 
lost (DALYs), also der durch eine Behinderung oder chronischen Erkrankung qualitativ 
eingeschränkten Lebensjahre, genannt. Damit wird auch die Notwendigkeit einer suffizienten 
Therapie deutlich. Neben Verhaltens- und Gesprächstherapien hat  auch die Pharmakotherapie 
einen bedeutenden Stellenwert. 
Über die pathophysiologischen Grundlagen der Regulation und Modulation von Angst und 
zur Rolle einzelner Transmitter existiert eine Vielzahl experimenteller Befunde. Insbesondere 
γ-Aminobuttersäure (GABA) und Serotonin, aber auch Transmitter wie Noradrenalin (NA) 
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oder das neuromodulatorisch wirkende Stickstoffmonoxid (NO) sind an diesen Prozessen 
beteiligt.  
Die anxiolytische Wirkung von Substanzen, die den Effekt des inhibitorischen Transmitters 
GABA verstärken, wie z.B. die Benzodiazepine, ist gut erforscht. In der klinischen Praxis, 
insbesondere bei der Therapie generalisierter Angststörungen und vegetativer 
Entzugssyndrome, ist der Einsatz von Benzodiazepinen weit verbreitet. Allerdings weisen 
diese Substanzen neben ihrer guten Wirksamkeit auch erhebliche Nebenwirkungen z.B. in 
Form eines hohen Sucht- und Gewöhnungspotentials auf. In umfangreichen Experimenten 
konnte gezeigt werden, dass die anxiolytischen Wirkung der Substanzen durch Effekte an der 
Benzodiazepinbindungsstelle des GABAA-Rezeptors vermittelt werden (Barnard et al, 1998). 
Benzodiazepine verstärken über diese spezifische Bindungsstelle den GABA-induzierten 
Chlorid-Einstrom in die Zelle, indem sie die Öffnungsfrequenz der Chloridkanäle erhöhen, 
und führen so zu einer verstärkten Hyperpolarisation (Rogers, Twyman und Macdonald, 
1994). Muskelrelaxation, Anxiolyse und Sedierung sind also indirekte Effekte, die auf einer 
Verstärkung der GABA-Wirkung, also endogener Mechanismen,  basieren.  
Die meisten GABAA-Rezeptoren des Gehirns sind Heteropentamere aus 5 Untereinheiten, 
zwei α-, zwei β- und einer γ-Untereinheit (Hevers und Lüddens, 1998) in verschiedenen 
Isoformen. Es ist bekannt, dass verschiedene Substanzen an unterschiedlichen Untereinheiten 
des GABA-Rezeptors binden, z.B. Zolpidem an der α1- Untereinheit und dass die 
Diazepamwirkung unterschiedlich stark bei verschiedenen Isoformen der Untereinheiten ist 
(Granja et al, 1997).  
In aktuellen Studien verdichten sich zudem die Hinweise auf eine Beteiligung der GABA-
Rezeptoren bei der Wirkungsvermittlung neuerer Psychopharmaka wie der selektiven 
Serotonin-Reuptakehemmer (SSRI), also indirekt wirkender 5-Hydroxytryptamin (5-HT) -
Mimetika (Masse et al, 2007).  
Auch andere Rezeptoren spielen bei der Angstverarbeitung eine große Rolle. So hat man 
festgestellt, dass Menschen mit Soziophobie eine gesteigerte Sensitivität der postsynaptischen 
Serotoninrezeptor-Subtypen 5HT1a und 5HT2 aufweisen (Aouizerate et al, 2004). Am 
serotonergen Neurotransmissionssystem setzen einige Anxiolytika an, wie z.B. der 
präsynaptisch wirkende partielle 5HT1a-Rezeptor-Agonist Buspiron, der insbesondere bei 
therapienaiven Patienten mit generalisierter Angststörung Anwendung findet (Chessik et al, 
2006). SSRI wie Sertralin und Citalopram zeigen vielversprechende Erfolge in der 
Behandlung von sozialen Phobien. In Vergleichsstudien bei Kindern mit Angststörungen 
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ergaben sich für SSRI im Vergleich zu Benzodiazepinen und trizyklischen Antidepressiva 
(TCA) die besten Resultate (Dielemann und Ferdinand, 2008). 
Des weiteren wird vermutet, dass serotonerge Mechanismen bei 
Benzodiazepinentzugserscheinungen eine Rolle spielen. So konnte in Tiermodellen das 
Entzugssyndrom durch Gabe der 5HT2-Antagonisten Mianserin und Ritanserin verhindert 
werden (Begg et al, 2005).  
TCA wie z.B. das Amitriptylin wurden zunehmend von anderen Anxiolytika, insbesondere 
von den SSRI bei der Behandlung von Angststörungen abgelöst, finden aber weiterhin 
Anwendung bei der Therapie von Depressionen mit soziophobischer Komponente und zur 
Unterstützung der Behandlung neuropatischer Schmerzen (Berger et al, 2006).  
Eine häufig konsumierte Substanz mit dosisabhängig anregender, anxiolytischer bzw. 
sedativer Wirkung ist Ethanol. Es wurde gezeigt, dass Ethanol modulierend einerseits über 
eine Öffnung der Chloridkanäle auf GABAA–Rezeptor und andererseits über eine Hemmung 
der Kationenkanäle und damit Hemmung der Glutamatwirkung am N-Methyl-D-Aspartart- 
(NMDA) Rezeptor wirkt. Bei der Entwicklung einer Ethanoltoleranz durch regelmäßigen 
Konsum kommt es konsekutiv zu einer Herabregulierung des GABA- und einer Verstärkung 
des Glutamatsystems (Nevo et Hamon, 1995). Studien im Zusammenhang mit einer 
Alkoholentwöhnung haben gezeigt, dass Substanzen, die agonistisch über den GABAA-
Rezeptor wie z.B. Benzodiazepine oder antagonistisch am NMDA-Rezeptor wie z.B. 
Acamprosat wirken, Ethanol substituieren können (Kostowski und Bienkowski, 1999). 
Insbesondere bei Alkoholabhängigkeit und alkoholinduzierten Schädigungen neuronaler 
Strukturen scheint der NMDA-Rezeptor eine zentrale Rolle zu spielen (Davis und Wu, 2001). 
Alkoholentzugserscheinungen konnten im Tiermodel auch durch den partiellen 5HT2-
Antagonisten Mianserin aufgehoben oder verhindert werden (Lal et al, 1993).  
Schon länger ist die Beteiligung des NMDA-Rezeptorkomplexes an der Verarbeitung von 
Angst bekannt. Kompetitive und nichtkompetitive Agonisten zeigen in Tiermodellen 
anxiolytische Eigenschaften, jedoch auch ausgeprägte Nebenwirkungen wie Ataxie, 
Muskelrelaxation, Lern- und Gedächnisstörungen (Chojnacka-Wojeik et al, 2001). 
 
Die in den letzten Jahren am Rudolf-Boehm-Institut für Pharmakologie und Toxikologie der 
Universität Leipzig etablierte Forschung zur Rolle der extrazellulären Nukleotide als 
Signalmoleküle im zentralen Nervensystem (ZNS) erbrachte zudem Hinweise dafür, dass 
auch purinerge Mechanismen an der Modulation von Angst beteiligt sein könnten.  
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ATP und ADP als purinerge Nukleotide binden an P2Y- und P2X-Rezeptoren. Während es 
sich bei den P2X1-7-Rezeptoren um Ionenkanäle handelt, gehören die P2Y1-15-Rezeptoren zur 
Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren. P2Y1-Rezeptoren weisen insbesondere im 
Gehirn eine hohe Dichte auf. Das konnte sowohl bei der Ratte (Simon et al, 2001) als auch 
beim Menschen (Moor et al, 2000) nachgewiesen werden. 
In diesem Zusammenhang ist es von Interesse, dass die Stimulation von P2Y-Rezeptoren 
einen Einfluss auf die Regulation der Lokomotion sowie auf Konditionierung und Belohnung 
hat (Kittner et al, 2001, Krügel et al, 2001). In früheren Versuchen zeigte sich, dass die 
Injektion des Adenosin-5´-triphosphat (ATP)-Analogons 2-Methylthio-ATP (2-MeSATP) in 
den Nucleus accumbens der Ratte Verhaltensänderungen in einer open field-Apparatur wie 
eine gesteigerte Lokomotion und einen verstärkten Belauf der inneren Zonen zur Folge hat. 
Es ergab sich der Verdacht auf P2-Rezeptor-vermittelte anxiolytische Effekte des ATP-
Analogons (Kittner et al, 2000). Gegenstand der vorliegenden Arbeit war es, mögliche 
anxiolytische Effekte, die durch Purinnukleotide über P2Y-Rezeptoren vermittelt werden, 
genauer zu untersuchen. Dazu wurde das P2Y1,11,12,13 rezeptorspezifische ADP-Analogon 
Adenosine-5'-O-2-thiodiphosphat (ADPβS), der P2X1,3-Rezeptoragonist α,β-methylen-ATP 
(α,βmeATP), der unspezifische P2-Rezeptorantagonist Pyridoxalphosphat-6-azophenyl-2’,4’-
disulfonat (PPADS) und der spezifische P2Y1-Rezeptorantagonist N
6-methyl-2’-
deoxyadenosin-3’:5’bisphosphat (MRS 2179) Ratten intrazerebroventrikulär (i.c.v.) injiziert. 
Diese wurden daraufhin in einem Verhaltenstest mit einer angstauslösenden Situation 
konfrontiert. 
Als Angststimulus dienten dabei unbekannte Umgebung, Höhe und freier Raum, umgesetzt in 
einer standardisierten elevated plus-maze-Apparatur (Handley und Mithani, 1984; Pellow et 
al, 1985), auf der das Versuchtier für zehn Minuten getestet wurde. Die Anzahl und Dauer der 
Beläufe der offenen gegenüber der Aufenthaltszeit auf den umschlossenen Armen ist dabei 
der wichtigste Parameter für die Quantifizierung von Angst in dieser Versuchsanordnung. 
In vorangegangenen Versuchen konnte gezeigt werden, dass bei einer Stimulation von P2Y-
Rezeptoren durch den physiologischen Agonisten ADP (You et al, 1997) oder durch Analoga 
wie das P2Y1,11,12,13 -rezeptorspezifische ADPβS (Malmsjö et al, 1999; Rump et al, 1998) die 
Freisetzung von Stickstoffmonoxid (NO) gesteigert wurde. Bekanntermaßen wirkt NO als 
Signalmetabolit bei vielen Transduktionsmechanismen im ZNS. Es wird durch eine NO-
Synthase als Katalysator aus Arginin und unter Verbrauch von NADPH gebildet, wobei auch 
Citrullin entsteht (Murad 1994). Bisher werden sechs Isoformen der NO-Synthase (NOS) 
unterschieden (Alderton et al, 2001), unter anderen die neuronale (nNOS), die vor allem im 
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Nervensystem als Katalysator des Neurotransmitters NO auftritt, die endotheliale (eNOS), die 
sich in unterschiedlicher Dichte in den Gefäßendothelien des Körpers befindet, und die 
induzierbare (iNOS), die ebenfalls eine Rolle im ZNS spielt (Bredt et al, 1991). Es hat sich 
gezeigt, dass extrazelluläres ATP die Konzentration von Zyklische-Guanosinmonophosphat 
(cGMP) über eine Ca2+- und Calmodulin-abhängige Freisetzung und Aktivitätssteigerung der 
NOS erhöht (Reiser 1995). Die Vermutung liegt nahe, dass ein Zusammenhang zwischen NO-
Freisetzung, P2Y-Rezeptorstimulation und Angst besteht. 
Zur Wirkung von NO auf die Regulation von Angst und / oder Furcht finden sich in der 
Literatur konträre Befunde. Beispielsweise hebt der NOS-Inhibitor Ng-nitro-L-Arginin (L-
NOARG) den anxiolytischen Effekt sowohl von NO (Caton et al, 1994) als auch von 
Chlordiazepoxid (Quock and Nguyen 1992) wieder auf und der generelle NOS-Inhibitor Nw-
nitro-L-arginin-methyl-ester (L-NAME) verursacht anxiogene Effekte im elevated plus-maze-
Test an der Ratte (Vale et al, 1998). Im gleichen Versuchsmodel wurden aber auch 
anxiolytische Wirkungen nach der Gabe von L-NAME beschrieben (Volke et al, 1995). 
Insgesamt spricht die Mehrzahl der Studien für eine anxiolytische Wirksamkeit des NO. 
Um zu prüfen, ob die Angstregulation via P2Y1-Rezeptor unter Mitwirkung von NO 
stattfindet, wurde in dieser Studie der Einfluss einer Vorbehandlung mit L-NAME auf die 
ADPβS-induzierten Effekte untersucht. 
Dieser auf funktioneller Ebene vermutete Zusammenhang soll des Weiteren durch eine 
immunhistochemische Studie zur Feststellung einer Kolokalisation von P2Y1-Rezeptor und 
nNOS belegt werden. Untersucht wurden Gebiete des ZNS wie Amygdala, zentrales 
Höhlengrau, Hypothalamus und Hippokampus (s. Bild 1), die an der Regulation von Angst 
beteiligt sind. 
Basierend auf den Ergebnissen dieses Versuchsteils folgte zur Bestätigung eine lokale 
Applikation der angstmodulierenden Substanzen ADPβS und MRS 2179 sowie von 
artifizieller zerebrospinaler Flüssigkeit (aCSF) für die Kontrollgruppe und ein Verhaltenstest 












Bild 1: Schematische Darstellung des dorsomedialen Hypothalamus (DMH), der 
basomedialen Amygdala (BMA) und des dorsalen Hippokampus(z.B. CA3-Region) im 
Rattenhirn. 
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2. Materialien und Methoden 
2.1 Substanzen 
ADPβS und α,β-meATP wurden von Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen, 
Deutschland bezogen. 
PPADS, L- und D-Arginin und L-NAME wurden von Tocris Cookson Ltd., Bristol, England  
MRS 2179 bezogen von RBI Nattic, Massachusetts, USA bezogen 
Die bisher genannten Substanzen wurden mit einer künstlich hergestellten cerebrospinalen 
Flüssigkeit (aCSF) verdünnt und intraventrikulär appliziert. aCSF besteht aus 126 mM NaCl, 
2.5 mM KCl, 1.2 mM NaH2PO4, 1.3 mM MgCl2 und 2.4 mM CaCl2; pH 7.4  
Ketaminhydrochlorid (Ketanest®) wurde von Ratiopharm, Ulm, Deutschland bezogen. 
Xylazinhydrochlorid (Rompun®) wurde von Bayer, Leverkusen, Deutschland bezogen. 
Benzylpenicillin (Retacillin Compositum®) wurde von Jenapharm, Jena, Deutschland 
bezogen. 
2.2 Versuchstiere 
Ausgewachsene männliche Wistar Ratten (WIST / Lei) aus eigener Züchtung mit einem 
Körpergewicht zwischen 300 und 320 Gramm wurden unter Standardbedingungen Nacht-
Tag-Verhältnis, Luftfeuchtigkeit und Temperatur betreffend mit freiem Zugang zu Nahrung 
und Trinkwasser einzeln in Standardkäfigen gehalten. Es wurde für möglichst stressfreie 
Haltungsbedingungen gesorgt.  
Die Tierversuche wurden nach § 8 Abs. 1 des Tierschutzgesetzes in der Fassung der 
Bekanntmachung vom 18.08.1986 (GB1. I S. 1319/GVB1. S. 11379) genehmigt.  
Es wurde nur die statistisch erforderliche Mindestanzahl an Tieren verwendet. Potenzielles 
Leiden der Tiere wurde auf das absolut unumgängliche Maß reduziert.  
2.3 Chirurgisches Vorgehen 
Die Versuchstiere wurden mit einer Kombination aus Ketaminhydrochlorid (100 mg / kg KG 
i.p.) und Xylazinhydrochlorid (5 mg / kg KG i.p.) narkotisiert und in einen stereotaktischen 
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Rahmen (TSE Bad Homburg, Deutschland) platziert. Die stereotaktischen Koordinaten 
entsprechend Paxinos und Watson (1986) sind: AP = -1 mm rostral des Bregma, 
ML = +1.5 mm lateral der Sutura sagittalis, DV = -2.5 mm unter der Hemisphärenoberfläche. 
Für die geplanten intraventrikulären Injektionen wurde in den linken Seitenventrikel eine 
24 Gauge-Führungskanüle (bioflow catheters, Vycon, Ecouen, Frankreich) implantiert.  
Für die lokale Applikation erfolgte auf gleicher Weise die bilaterale Implantation der 
Führungskanüle nach den stereotaktischen Koordinaten AP = -7.8 mm, Lateral = 1.9 mm, 
Tiefe = 7.7 mm bei einem Winkel von 10°.  
Postoperativ bekamen die Ratten eine Antibiotikaprophylaxe mit Benzylpenicillin 
(200.000 I.E. i.p.). Nach einer Rekonvaleszenzzeit von mindestens 6 Tagen begannen die 
Verhaltensversuche. 
2.4 Versuchsaufbau 
Alle Experimente wurden zwischen 8:00 und 13:00 Uhr ausgeführt. Jedes Tier wurde nur in 
einem Experiment eingesetzt. Die Ratten wurden nach dem Zufallsprinzip in Gruppen von je 
acht Tieren aufgeteilt. Vor dem Versuch wurde die Ratte in eine Box (10 x 20 cm) gesetzt. 
Nach einer Adaptionszeit von circa fünfzehn Minuten erfolgte die Substanzapplikation (0.5 µl 
über drei Minuten). Die Kanüle wurde eine weitere Minute belassen, um eine Abdiffusion der 
Substanz zu ermöglichen. 
Die zweite Substanz wurde mit einer substanzabhängigen Latenzzeit von fünf Minuten für 
aCSF, ADPβS, MRS 2179, L-Arginin und D-Arginin, beziehungsweise fünfzehn Minuten für 
PPADS und dreißig Minuten für L-NAME in gleicher Form und Menge verabreicht. Nach 
wiederum der oben genannten Wirkzeit wurde die Ratte unmittelbar für zehn Minuten auf das 
Plus-Maze gesetzt und beobachtet. 
Sollte nur eine Substanz untersucht werden, wurde als erstes aCSF injiziert, um die 
Vergleichbarkeit zu ermöglichen, die Kontrollgruppe erhielt bei beiden Applikationen die 
äquivalente Menge aCSF.  
In der ersten Versuchsreihe wurden verschiedene Dosen des P2Y1,11,12,13-rezeptorspezifischen 
ADPβS (5, 50, 500 fmol), des P2X1,3-rezeptorspezifischen α,βmeATP (0.05, 0.5 und 5 nmol) 
und des NO-Synthaseinhibitors L-NAME (0.05, 0.5 und 5 nmol) getestet und die optimal 
wirksame Dosis bei den weiteren Versuchen eingesetzt. Die Wahl der entsprechenden Dosis 
der zu testenden Substanzen erfolgte in Anlehnung an vorangegangene Experimente. 
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Mit der zweiten Versuchsreihe sollte geprüft werden, inwiefern sich die beobachteten Effekte 
von ADPβS durch verschiedenen Antagonisten beeinflussen lassen. Die Antagonisten sind 
sowohl in Kombination mit ADPβS als auch mit gleicher Dosis alleine, das heißt in 
Kombination mit der Gabe von aCSF getestet worden.  
Eine Gruppe erhielt fünf Minuten nach der Applikation von ADPβS (50 fmol) den 
unspezifischen P2 Rezeptorantagonist PPADS (5 pmol), eine andere den spezifischen P2Y1-
Rezeptorantagonist MRS 2179 und eine weitere den NO-Synthaseinhibitor L-NAME 
(5 nmol). 
Um zu beweisen, dass der antagonisierende Effekte von PPADS auf die anxiolytische 
Wirksamkeit von ADPβS ebenso wie L-NAME über eine Modulation der NO-Freisetzung 
erfolgt, wurden in der dritten Versuchsreihe die Wirkung von L-Arginin (500 pmol), das 
Substrat der NO-Synthase und D-Arginin (500 pmol), sein Stereoisomer, alleine und mit 
darauf folgender Gabe von PPADS (5 pmol) untersucht. 
Nach Abschluss der Versuche wurden von allen Versuchstieren Hirnschnitte von 50 µm 
Dicke angefertigt und mit Kresylviolett gefärbt, um das periventrikuläre Gewebe histologisch 
zu untersuchen und die Lokalisation der Kanüle zu überprüfen. Nur die Daten von Tieren mit 
regelrecht lokalisierter Kanüle gingen in die Auswertung ein. 
Die lokale Applikation verschiedener Mengen aCSF, ADPβS (10 und 100 fmol) und MRS 
2179 (1 und 10 und 100 pmol) sowie die Kombination von 10 pmol MRS 2179 und 100 fmol 
ADPβS in den dorsomedialen Hypothalamus (DMH) erfolgte nach dem gleichem 
Versuchsaufbau.  
2.5 Intraventrikuläre Mikroinjektion 
Die Mikroinjektion in den linken Seitenventrikel der sich frei bewegenden Ratte erfolgte 
mittels einer 26 Gauge-Injektionskanüle, verbunden mit einer 10 µl-Spritze (Hamilton, 
Bonaduz, Schweiz), über eine vorher implantierte Führungskanüle. Mit Hilfe einer 
Mikroinfusionspumpe (TSE, Bad Homburg, Deutschland) wurden über drei Minuten 0.5 µl 
Flüssigkeit gegeben. 
Um die vollständige Diffusion der Substanz zu ermöglichen, verblieb die Kanüle nach der 
Injektion noch eine weitere Minute in der Führungskanüle. 
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2.6 Elevated plus-maze 
Das elevated plus-maze, eine erhöhte kreuzförmige Apparatur, wurde 1986 von Pellow und 
File entwickelt und 1991 von Kulkarni modifiziert. Es ist ein gut validiertes Tiermodell, um 
anxiogene und anxiolytische Effekte von Pharmaka zu beurteilen. Das Prinzip basiert auf 
Montgomerys Beobachtung von 1958, dass Ratten, die einem fremden Stimulus, vor allem 
einem offenen Raum, ausgesetzt werden, in einen Attraktions-Aversions-Konflikt geraten. 
Dabei werden Angst und Aversion durch die Erhöhung der Maze-Apparatur noch gesteigert.  
Die Testapparatur ist ein plusförmiges Kreuz aus zwei offenen (50 x 10 cm) und zwei 
umschlossenen Armen (50 x 10 x 40 cm), die sich jeweils in einem 90° Winkel gegenüber 
stehen. Die gesamte Konstruktion befindet sich in 50 cm Höhe. Die Arme haben einen mit 
schwarzem Kunststoffbelag überzogenen Holzboden, die Wände der umschlossenen Arme 
sind 40 cm hoch und aus dunkelbraunen Spanholzplatten gefertigt, die Kreuzung der vier 
Arme bildet ein 10 x 10 cm großes offenes Areal.  
Die Ratte wird in das offene Areal in der Mitte des Kreuzes mit dem Kopf zu einem offenen 
Arm gesetzt. 
Ratten bevorzugen natürlicherweise die umschlossenen Arme, da die Aversion vor den 
offenen Armen überwiegt. Dieses Verhalten kann durch verschiedene Substanzen beeinflusst 
werden. Um die entsprechenden Effekte zu erfassen, wurden während der Versuchsdauer die 
Anzahl der Eintritte in die offenen beziehungsweise umschlossenen Arme sowie deren Dauer 
dokumentiert. Dies erfolgte über eine direkt über der Testapparatur hängende Kamera und 
einen im angrenzenden Raum befindlichen Monitor.  
Ein prozentualer Anstieg der Verweildauer auf den offenen Armen (Zeit auf offenen 
Arm * 100 / Zeit auf offenen Armen + Zeit auf umschlossenen Armen) und der Eintritte in die 
offenen Arme (Eintritt in offenen Arm * 100 / gesamte Eintritte in alle Arme) wurde als 
Zeichen der Anxiolyse (Pellow et al, 1985), die Anzahl der Eintritte in umschlossene Arme 
als generelle Aktivität (File 1991) gewertet. 
Nach jedem Tier wurde die Testapparatur sorgfältig gesäubert.  
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2.8 Indirekte Immunfluoreszenz 
Die immunhistochemischen Arbeiten erfolgten in Zusammenarbeit mit dem 
Immunhistochemischen Labor des Institutes unter der Leitung von Frau Dr. Heike Franke. 
Nach einer Anästhesie mit Thiopental-Natrium wurden die Ratten transkardial zuerst mit 
2 % Paraformaldehyd in Natriumacetat–Puffer (pH 6,5) und danach mit 2 % Para-
formaldehyd/ 0.1 %  Glutaraldehyd in Natriumborat-Puffer (pH 8,5) perfundiert.  
Für die Immunfluoreszenz wurden 50 µm dicke Schnitte vom dorsomedialen Kern des 
Hypothalamus, der Amygdala, des dorsalen Hippokampus und von der periaquäduktalen 
grauen Substanz mit 0,05 M Tris-Puffer Lösung (Tris-buffered saline = TBS, pH 7,6) und mit 
5 % fetalem Kalbsserum (FCS) gespült. Daraufhin erfolgte eine Inkubation mit einem 
Gemisch aus anti-P2Y1-Rezeptor-Antikörper vom Kaninchen (1:1500, SmithKline Beecham 
Pharmaceuticals, Hertfordshire, UK) und Maus-anti-NOS (NOS1, 1:1000, Santa Cruz 
Biotechnology, Inc., Santa Cruz, USA) mit 0,1 % Triton X-100 in 5 % FCS in TBS für 48 
Stunden bei 4°C. 
Danach wurden die Schnitte zwei Stunden lang mit den sekundären Antikörpern Cy2-
konjugiertes anti-Kaninchen-IgG von der Ziege (1:800, Jackson Immuno Research, 
Baltimore, USA) und Cy3-konjugiertes anti-Maus-IgG von der Ziege (1:400, Jackson 
Immuno Research, Baltimore, USA) in 5 % FCS in TBS inkubiert. 
Mit einem konfokalen Laser-scanning-Mikroskop (LSM 510, Carl Zeiss, Jena) ausgestattet 
mit einem Argon- Laser (488 nm) und einem Helium / Neon-Laser (543 nm) wurde die 
doppelte Immunfluoreszenz untersucht. Dabei stellte sich nNOS durch die Cy2-
Immunfluoreszenz grün und die P2Y1-Rezeptoren durch die Cy3-Fluoreszenz rot dar. 
 15 
2.9 Statistik 
In den Verhaltensversuchen wurde bei jedem Tier aller Versuchsreihen (n = 8) die 
prozentuale Zeit, die auf den offenen Armen verbracht wurde (Zeit auf offenen 
Armen * 100 / Zeit auf offenen Armen + Zeit auf umschlossenen Armen) gewertet, sowie die 
prozentualen Eintritte der Tiere in die offenen Arme (Eintritte in die offenen 
Arme * 100 / Gesamteintritte). Zusätzlich wurden die Eintritte in die umschlossenen Arme 
gezählt. Die Ergebnisse wurden als Mittelwert ± Standardfehler (Standard Error of the 
Mean = S.E.M.) dargestellt und mittels einfacher Varianzanalyse (ANOVA) statistisch 
geprüft, bei signifikantem Unterschied wurde zusätzlich der Student-Newman-Keuls-Test 
angewendet. Ρ < 0.05 wird als statistisch signifikant betrachtet. 
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3. Ergebnisse 
3.1 Wirkung von ADPβS auf das Verhalten von Ratten im elevated plus-maze 
Wie in Abbildung 1 und Tabelle 1 dargestellt, verändert die Gabe von ADPβS dosisabhängig 
das Verhalten der Tiere auf dem elevated plus-maze. Die Ratten verbringen nach der 
Applikation von 5 fmol ADPβS prozentual mehr Zeit auf den offenen Armen: 
14,8% ± 1,6%; nach 50 fmol ADPβS 19,4% ± 2,0% (P < 0,001); nach 500 fmol ADPβS 
18,5% ± 1,8% (P < 0,02) und betreten diese auch häufiger: 16,9% ± 1,7% bzw. 21,6% ± 1,9% 
und 22,2% ± 1,5% (P < 0,05). Dabei war bei den getesteten Dosierungen der größte Effekt auf 
die Verweildauer nach 50 fmol ADPβS zu verzeichnen, mach 5 fmol war der Unterschied zur 
aCSF-Kontrollgruppe noch nicht signifikant. 
Lediglich in einer Dosis von 500 fmol hatte ADPβS auch Auswirkungen auf die Anzahl der 
Eintritte in die umschlossenen Arme und auf die dort verbrachte Zeit. Bei keiner anderen 
Substanz und Dosis zeigt sich ein Unterschied zur aCSF-Kontrollgruppe. 
3.2 Wirkung von α,βmeATP auf das Verhalten der Ratten im elevated plus-maze 
Keine der getesteten Dosierungen von α,βmeATP (0,05, 0,5 und 5 nmol) zeigt einen 
signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe, siehe Tabelle 1 und Abbildung 2. 
3.3 Wirkung von L-NAME auf das Verhalten der Ratten im elevated plus-maze  
Wie in der Tabelle 2 und Abbildung 3 dargestellt, bewirkt L-NAME mit steigender Dosis 
(0,05-5,0 nmol), dass die Ratte seltener die offenen Arme betritt und kürzere Zeit dort 
verweilt. Statistisch signifikant wird der Unterschied zur Kontrollgruppe bezüglich der 
Eintrittshäufigkeit ab einer Konzentration von 5 nmol: 6,7% ± 1,9% Eintritte in offene Arme 
(P < 0,05) und bezüglich der prozentuale Aufenthaltsdauer bereits ab 0,05 nmol, am 
deutlichsten zu sehen jedoch mit 5 nmol der Substanz: 2,3% ± 0,71% (P < 0,001).  
Nach keiner der Dosierungen veränderte sich die Zahl der Eintritte in die umschlossenen 
Arme signifikant (P < 0,28). 
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Bei einer Dosis von 0,5 nmol hebt L-NAME den Effekt von ADPβS (50 fmol) auf die 
Aufenthaltsdauer auf den offenen Armen auf: 3,7% ± 1,2% (P < 0,001). 
Verglichen mit der Kontrollgruppe und der Gruppe, die nur ADPβS bekam, nehmen die 
Eintritte in die offenen Arme ab: nach L-NAME und ADPβS 15,7% ± 1,6% (P < 0,02); nach 
ADPβS 20,6% ± 1,9% (P < 0,05). 
3.4 Wirkung von PPADS auf das Verhalten der Ratten im elevated plus-maze  
PPADS in einer Dosierung von 5 pmol verursacht anxiogene Effekte. Diese werden durch die 
prozentual geringere Aufenthaltsdauer der Ratten auf den offenen Armen [3,9% ± 2,1% 
(P < 0,001)] und die prozentuale Abnahme der Eintritte in die offenen Arme [8,8% ± 1,7% 
(P < 0,02)] deutlich. 
Wie Abbildung 1 und Tabelle 1 zeigen, kann die Gabe von 5 pmol PPADS den Effekt von 
50 fmol ADPβS antagonisieren, die Aufenthaltsdauer der Ratte auf den offenen Armen nimmt 
deutlich ab: 4,73% ± 1,9% (P < 0,001). 
3.5 Wirkung von MRS 2179 auf das Verhalten der Ratten im elevated plus-maze  
Nach Gabe von MRS 2179 in einer Dosierung von 5 pmol ließen sich anhand einer 
verringerten Aufenthaltsdauer auf den offenen Armen ebenfalls anxiogene Wirkungen 
nachweisen: 5,6% ± 2,0% (P < 0,001). 
Nach 50 fmol ADPβS konnte kein anxiolytischer Effekt beobachtet werden, wenn vorab der 
P2Y1-Rezeptor Antagonist MRS 2179 mit einer Dosis von 5 pmol appliziert wurde: Eintritte 
in die offenen Arme nach ADPβS 18,2% ± 1,6% (P < 0,05) und prozentuale Aufenthaltsdauer 
dort 16,3% ± 1,8% (P < 0,001), nach MRS 2179 und ADPβS 8,6% ± 2,5% (P < 0,05) bzw. 
7,4% ± 1,7% (P < 0,05 im Vergleich zur Kontrollgruppe, P < 0,001 Im Vergleich mit der 
ADPβS-Gruppe), siehe Abbildung 4 und Tabelle 1. 
 18 
3.6 Wirkung von L-Arginin und D-Arginin auf das Verhalten der Ratten im elevated plus-
maze  
L-Arginin (0,5 nmol), ein Substrat der NO-Synthase, führt zu einem vermehrten Belaufen 
[23,2% ± 2,7% (P < 0,02)] und verlängertem Aufenthalt der Ratte auf den offenen Armen 
[12,1% ± 2,3% (P < 0,05)], siehe Tabelle 1 und Abbildung 3. 
Der Effekt von 0,5 nmol L-NAME kann durch die Vorbehandlung mit L-Arginin (0,5 nmol) 
aufgehoben werden: nach L-Arginin und L-NAME zeigt sich eine Aufenthaltsdauer auf den 
offenen Armen von 7,9% ± 1,3% (P < 0,05), siehe Abbildung 3. 
 
Die Vorbehandlung mit 500 pmol L-Arginin hebt die Wirkung von PPADS (5 pmol) auf. Das 
betrifft, wie in Tabelle 2 dargestellt, sowohl die Eintritte in die offenen Arme [28,2% ± 1,9% 
(P < 0,02)] als auch die dortige Aufenthaltsdauer [11,7% ± 1,1% (P = 0,006)]. 
 
D-Arginin, das als Dextroisomer des Arginins kein natürliches Substrat der NO-Synthase ist, 
bewirkte weder alleine, noch in Kombination mit anderen Substanzen, eine Veränderung im 
Verhalten der Ratten (P = 0,99), siehe Tabelle 2. 
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Tabelle 1: Durchschnittliche Eintritte in Prozent ± S.E.M in die offenen Arme und Anzahl der 
Eintritte in die umschlossenen Arme der getesteten Ratten auf dem elevated plus-maze 5 min 
nach i.c.v. Gabe von ADPβS, α,βmeATP und 10 min nach PPADS. 
 
Substanz Eintritte in                             
offene Arme (%) 
Eintritte in                
umschlossene Arme (%) 
   
ACSF 16,1 ± 1,3 16,7 ± 1,2 
ADPβS          
               5 fmol 16,9 ± 1,7 19,3 ± 1,1 
             50 fmol 21,6 ± 1,9* 16,6 ± 1,5 
           500 fmol 22,2 ± 1,5* 13,6 ± 1,1# 
PPADS  5 pmol   6,6 ± 1,6*** 15,4 ± 1,2 
PPADS/ ADPβS  
    5 pmol/50 fmol 
  7,1 ± 1,8*** 14,5 ± 1,1 
   
ACSF 13,9 ± 1,4 15,2 ± 1,8 
ADPβS 50 fmol 18,2 ± 1,6* 15,9 ± 2,1 
MRS 2179 500 fmol   7,4 ± 2,1* 17,2 ± 2,4 
MRS 2179/ ADPβS    
   500 fmol/50 mol 
  8,6 ± 2,5*+++ 16,5 ± 1,9 
   
ACSF 21,8 ± 1,4 13,5 ± 2,4  
α,βmeATP   
               0,05 nmol 18,2 ± 2,2 11,6 ± 1,9 
               0,5 nmol 18,9 ± 1,3 12,4 ± 2,0 
               5 nmol 18,9 ± 1,2 14,6 ± 1,4 
Nach einfacher Varianzanalyse (ANOVA) ergab die statistische Prüfung mit dem Student-
Newman-Keuls-Test folgende Ergebnisse: *P < 0,05, ***P < 0,001 im Vergleich mit der 
(aCSF) Kontrollgruppe, +P < 0,05, +++P < 0,05 im Vergleich mit der ADPβS (50 fmol) 
Gruppe. 
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Tabelle 2: Durchschnittliche Eintritte in Prozent ± S.E.M in die offenen Arme und Anzahl der 
Eintritte in die umschlossenen Arme der getesteten Ratten auf dem elevated plus-maze 30 min 
nach i.c.v. Gabe von L-NAME, 10 min nach PPADS und 5 min nach ADPβS bzw. L- oder D-
Arginin. 
Substanz  Eintritt in                    
offene Arme (%) 
Eintritt in          
umschlossene Arme (%) 
ACSF 16,4 ± 1,3 14,6 ± 0,6 
L-NAME   
               0,05 nmol 13,0 ± 2,1 12,8 ± 1,4 
               0,5   nmol 11,4 ± 0,8 14,9 ± 1,1 
               5,0   nmol   6,7 ± 1,9* 13,3 ± 1,4 
L-NAME/L-Arginin                
               0,5 nmol/500 pmol  
14,1 ± 2,2 15,1 ± 1,9 
L-Arginin 500 pmol 17,4 ± 1,7 17,0 ± 2,8 
    
ACSF 17,5 ± 1,5 14,1 ± 1,8 
ADPβS   50 fmol 20,6 ± 1,9* 17,1 ± 2,2 
L-NAME/ ADPβS   
               0,5 nmol/50 fmol 
15,7 ± 1,6+ 15,4 ± 1,3 
L-NAME 0,5 nmol 14,6 ± 1,7++ 14,3 ± 1,7 
   
ACSF 19,2 ± 1,4 14,9 ± 2,1  
PPADS   5 pmol     8,8 ± 1,7** 14,5 ± 2,7 
PPADS /L-ARG          
              5 pmol/500 pmol  
28,2 ± 1,9++ 17,2 ± 2,9 
PPADS /D-arginine  
              5 pmol/500 pmol 
  9,6 ± 0,9**++ 16,3 ± 2,0 
L-Arginin  500 pmol 23,2 ± 2,7** 15,6 ± 1,7 
D-Arginin  500 pmol 17,3 ± 1,7 12,8 ± 1,8 
Nach einfacher Varianzanalyse (ANOVA) ergab die statistische Prüfung mit dem Student-
Newman-Keuls-Test folgende Ergebnisse: *P < 0,05, **P < 0,02 im Vergleich mit der (aCSF) 
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Abbildung 1: Durchschnittliche Zeit in Prozent ± S.E.M., die von den Tieren auf den offenen 
Armen des elevated plus-maze verbracht wird. Die Ratten wurden 5 min nach i.c.v. 
Applikation von ADPβ beziehungsweise 15 min nach PPADS getestet und mit der 
Kontrollgruppe (aCSF) verglichen. Nach einfacher Varianzanalyse (ANOVA) ergab die 
statistische Prüfung mit dem Student-Newman-Keuls-Test folgende Ergebnisse: **P < 0,02 
im Vergleich zur (aCSF) Kontrollgruppe, ***P < 0,001 im Vergleich zur Kontrollgruppe, 
+++
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Abbildung 2: Durchschnittliche Zeit in Prozent ± S.E.M., die von den Tieren auf den offenen 
Armen des elevated plus-maze verbracht wird. Die Ratten wurden 5 min nach i.c.v. 
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Abbildung 3: Durchschnittliche Zeit in Prozent ± S.E.M., die von den Tieren auf den offenen 
Armen des elevated plus-maze verbracht wird. Die Ratten wurden 30 min nach i.c.v. 
Applikation von L-NAME (0,05, 0,5 und 5 nmol) getestet und mit der Kontrollgruppe (aCSF) 
verglichen. Außerdem 5 min nach L-Arginin (L-ARG; 500 pmol) sowohl mit als auch ohne 
Vorbehandlung mit L-NAME (0,5 nmol). Nach einfacher Varianzanalyse (ANOVA) ergab die 
statistische Prüfung mit dem Student-Newman-Keuls-Test folgende Ergebnisse: *P < 0,05, 
**P < 0,02, ***P < 0,001 im Vergleich mit der Kontroll-Gruppe; 
+
P < 0,05 im Vergleich mit 
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Abbildung 4: Durchschnittliche Zeit in Prozent ± S.E.M., die von den Tieren auf den offenen 
Armen des elevated plus-maze verbracht wird. Die Ratten wurden 5 min nach i.c.v. 
Applikation von ADPβS beziehungsweise 10 min nach Vorbehandlung mit MRS 2179 getestet 
und mit der Kontrollgruppe (aCSF) verglichen. Nach einfacher Varianzanalyse (ANOVA) 
ergab die statistische Prüfung mit dem Student-Newman-Keuls-Test folgende Ergebnisse: 
*P < 0,05, ***P < 0,001 im Vergleich mit der Kontrollgruppe, 
+++
P < 0,001 im Vergleich 




Die Immunhistochemische Markierung zeigte in den Regionen, von denen bereits bekannt ist, 
dass sie an der Regulation von Angst und Furcht beteiligt sind, wie z.B. Amygdala, 
Hypothalamus, zentrales Höhlengrau und Hippokampus, eine Expression von P2Y1-
Rezeptoren (s. Bild 2). Die höchste Dichte an Immunoreaktivität konnte in der Region des 
dorsomedialen Hypothalamus (s. Bild 2b und e) nachgewiesen werden. Eine geringere Dichte 
wurde in Arealen des dorsalen Hippokampus (s. Bild 2k) sowie des basomedialen Kern der 
Amygdala (s. Bild 2h) gefunden. Im basolateralen Kern der Amygdala und im Zentralen 
Höhlengrau wurden P2Y1-Rezeptoren nur sporadisch exprimiert. 
Die höchste Dichte von nNOS-Immunoreaktivität stellte sich ebenfalls im dorsomedialen 
Hypothalamus dar (s. Bild 2a, d, c, f). Im dorsalen Hippokampus und im basomedialen Kern 
der Amygdala zeigte sich analog zur Expression der P2Y1–Rezeptoren eine deutlich geringere 
Immunoreaktivität von nNOS (s. Bild 2g, i, j, l). 
3.8 Lokale Applikation von ADPβS und MRS 2179 
Die Applikation von ADPβS direkt in den DMH verursacht anxiolytische Wirkungen 
(Tabelle 3). Die Anzahl der Eintritte in die offenen Arme stieg signifikant an, bei einer Dosis 
von 100 pmol ergab sich die größte Zunahme des Belaufens der offenen Arme, die Zahl der 
Eintritte in die geschlossenen Arme nahm leicht ab.  
MRS 2179 lokal appliziert verursacht anxiogene Effekte, bereits 1 pmol der Substanz 
reduzierte die Beläufe der offenen Arme signifikant [10,1% ± 1,5% (P < 0,05)], deutlicher 
wird das Ergebnis mit 10 pmol [8,9% ± 2,2% (P < 0,05)]. Unter MRS 2179 in der Dosierung 
von 100 pmol zeigte sich eine Zunahme der Eintritte in offene [19,9% ± 2,7% (P < 0,05 im 
Vergleich mit der MRS 2179 10 pmol-Gruppe)] sowie geschlossene Arme [24,5% ± 3,1% 
(P < 0,05 im Vergleich mit der aCSF-Gruppe und P < 0,05 im Vergleich mit der MRS 2179 
10 pmol-Gruppe)] der maze-Apparatur. 
Die lokale Applikation von 10 pmol MRS 2179 antagonisierte die Wirkung von 100 fmol 
ADPβS [15,7% ± 2,5% (P < 0,05 im Vergleich mit der ADPβS 100 fmol-Gruppe)]. 
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Tabelle 3: Durchschnittliche Eintritte in Prozent ± S.E.M in die offenen Arme und Anzahl der 
Eintritte in die umschlossenen Arme der getesteten Ratten auf dem elevated plus-maze 5 min 
nach bilateraler Mikroinjektion von ADPβS, MRS 2179 sowie einem Gemisch aus beiden 
Substanzen in den DMH. 
Substanz Eintritte in                       
offenen Arme (%) 
Eintritte in          
umschlossenen Arme (%) 
   
ACSF 19,6 ± 1,5 17,8 ± 2,1 
   
ADPβS        10 fmol 26,9 ± 1,7* 23,9 ± 2,2 
ADPβS      100 fmol 29,3 ± 2,3* 19,9 ± 1,7 
   
MRS 2179     1 pmol 10,1 ± 1,5* 17,5 ± 1,5 
MRS 2179   10 pmol    8,9 ± 2,2* 14,9 ± 2,0 
MRS 2179 100 pmol 19,9 ± 2,7# 24,5 ± 3,1*# 
   
MRS 2179/ADPβS      
(10 pmol / 100 fmol) 
15,7 ± 2,5+ 14,8 ± 1,9 
 
Nach einfacher Varianzanalyse (ANOVA) ergab die statistische Prüfung mit dem Student-
Newman-Keuls-Test folgende Ergebnisse: *P < 0,05 im Vergleich mit der Kontrollgruppe 
(aCSF), +P < 0,05 im Vergleich mit der ADPβS (100 fmol) Gruppe, #P < 0,05 im Vergleich 
mit der MRS 2179 (10 pmol) Gruppe.  
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Bild 2: P2Y1-Rezeptoren und nNOS auf Zellen verschiedener Regionen des Rattenhirns in der 
doppelten Immunfluoreszenzmikroskopie. A-c Dorsomedialer Hypothalamus (DMH); d-f 
DHM (stärker vergrößert); g-i Basomediale Amygdala (BMA); j-l dorsaler Hippokampus 
(CA3-Region). CY3 demarkiert sich grün (P2Y1-Rezeptoren), CY“ (nNOS) rot. 
 28 
4. Diskussion 
4.1 Angst und Angstmodell 
Ziel der vorgelegten Arbeit war die Untersuchung des Einflusses von P2Y-Rezeptoren auf die 
Regulation des Angstverhaltens bei der Ratte. 
Der Wirkung von ADP als extrazellulärer Transmitter galt aufgrund von Hinweisen aus 
früheren Arbeiten besonderes Augenmerk. So ist bekannt, dass der intrazelluläre 
Energielieferant ATP im zentralen und peripheren Nervensystem als extrazellulärer 
neuronaler Modulator fungiert (von Kügelgen und Starke, 1991; Zimmermann, 1994). ATP 
tritt mit Acetylcholin und Noradrenalin als Kotransmitter auf (White, 1988) und kann über 
eine P2-Rezeptorstimulation zu einer verstärkten Ausschüttung von Dopamin im Striatum 
führen (Zhang et al, 1995).  
Durch verschiedene in vivo-Versuche an der Wistar-Ratte der Arbeitsgruppe 
Verhaltenspharmakologie am Rudolf-Boehm-Institut der Universität Leipzig konnte gezeigt 
werden, dass P2Y-Rezeptoren an der Regulation der Lokomotion, endogener 
Belohnungsmechanismen sowie der Nahrungsaufnahme beteiligt sind. Diese emotional 
gesteuerten Verhaltensmuster können in einem gemeinsamen Kontext gesehen werden. 
Nahrungsaufnahme als biologisch sinnvolles Verhalten wird durch das endogene 
Belohnungssystem verstärkt. Gleichzeitig ermöglicht erst eine Reduktion der Angst eine 
effektive Futteraufnahme. Unterstützend kann eine moderat erhöhte Lokomotion das 
Futtersuchverhalten begünstigen  
In den vorgestellten Experimenten galt es, das Angstverhalten von Ratten unter der Wirkung 
verschiedener angstmodulierender Substanzen zu untersuchen. Bei dem gewählten Modell des 
elevated plus-maze handelt es sich um einen gut standardisierten und etablierten 
Versuchsaufbau, bei dem die natürliche Aversion von Ratten gegenüber Höhe und offenen 
Raum als Angststimulus genutzt wird (Handley, 1984; Pellow, 1985). Die Eintritte in die 
offenen Arme der Plus-förmigen Apparatur sowie die Verweildauer auf diesen ermöglichen 
eine quantitative Messung der Angstverhaltens. Die Kriterien für Angst oder Anxiolyse sind 
damit eindeutiger definierbar und objektiver als in der open field-Situation, die in 
vorausgegangenen Versuchsansätzen Verwendung fand.  
In Vorversuchen kam es auf dem elevated plus-maze zu panischem Verhalten einiger Tiere 
unter sehr hohen Dosen anxiogener Substanzen mit vielen Eintritten in die offen, wie auch in 
die umschlossenen Arme, was aber als gesteigerte Lokomotion und Suche nach einem 
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Fluchtweg zu interpretieren ist (Kalynchuk et al, 1998), zumal einige Tiere trotz ihrer Angst 
vor Höhe von der Apparatur sprangen. Bei den in dieser Arbeit gegebenen Dosierungen der 
angststeigernden Substanzen konnte eine solche Panikreaktion nicht beobachtet werden. Wie 
aus den in der Tabelle zusammengefassten Ergebnissen ersichtlich, ist keine Zunahme der 
Lokomotion, d.h. keine Steigerung der Zahl der Gesamteintritte, nach Gabe von anxiogenen 
Substanzen aufgetreten.  
4.2 Substanzen und Applikationswege 
P2Y-Rezeptoragonisten wie ATP und seine Analoga vermitteln - intraventrikulär gegeben -
 ihre Wirkung über die Freisetzung von Dopamin im Nucleus accumbens (Krügel et al, 2001) 
und haben ähnliche Wirkungen wie direkt appliziertes Dopamin oder Substanzen, die zu einer 
Freisetzung von Dopamin führen, wie Amphetamine und hochdosiertes Kokain (Pijnenburg 
und van Rossum, 1973; Kuczenski et al, 1983; Brudzynski und Morgenson, 1985). P2-
Rezeptorantagonisten dagegen können die verstärkte Freisetzung von Dopamin im Nucleus 
Accumbens vermindern (Krügel et al, 1999). Adenosin hat als Abbauprodukt von ATP 
dagegen einen gegenläufigen Effekt auf die Dopaminfreisetzung. Über Adenosin A1-
Rezeptoren wirkt es auf den axonterminalen dopaminergen Neuronen inhibitorisch. 
Exzitatorische Effekte entfaltet es dagegen über Adenosin A2a-Rezeptoren, die eine 
inhibitorische Rückmeldung zum ventralen tegmentalen Areal (VTA), bestehend aus 
GABAergen Neuronen, verstärken (Zetterstrom und Fillenz, 1990). Um diese Effekte zu 
vermeiden, wurden in den aktuellen Versuchen nur ATP-Analoga verwendet, die nicht zu 
Adenosin abgebaut werden. 
Das ATP-Analogon 2-MeSATP wirkt unzpezifisch sowohl auf P2Y- als auch auf P2X-
Rezeptoren; das für diese Versuchsreihe für eine höhere Spezifität gewählte ADPβS 
vermittelt seine Wirkung über P2Y1,11,12,13-Rezeptoren. 
Purinerge Substanzen wie ATP-Analoga können die Blut-Hirn-Schranke nicht passieren, 
weshalb in den vorgestellten Versuchen die i.c.v. Applikation gewählt wurde. Auch ist 
bekannt, dass nach der systemischen Gabe des NOS-Inhibitors L-NAME kardiovaskuläre 
Effekte aufgetreten sind (Rees et al, 1990), dagegen wurde nach der i.c.v. Gabe von L-NAME 
weder Veränderungen des Blutdrucks noch der Herzfrequenz beobachtet (Hamada et al, 1995; 
Chikada et al, 2000). Die Verteilung der Substanz nach Injektion in den lateralen Ventrikel 
beschränkt sich auf die benachbarten Hirnareale wie Thalamus, Hypothalamus und Striatum 
(Greenberg et al, 1997; Salter et al, 1995) so dass Substanzeffekte nur in diesen Regionen zu 
erwarten sind.  
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In der aktuellen Studie wurde durch eine histologische Untersuchung des periventrikulären 
Gewebes eines jeden Tieres nach Abschluss der Versuche sichergestellt, dass die 
Injektionskanüle richtig platziert und eine regelrechte Substanzapplikation gegeben war.  
Die Immunfluoreszenz zeigte den dorsomedialen Hypothalamus (DMH) als eine Region mit 
der höchsten Dichte an P2Y1–Rezeptoren und nNOS und gab damit Hinweis auf eine 
wahrscheinlich zentrale Rolle des DMH im Prozess der Angstverarbeitung. Um die 
Hypothese zu überprüfen, dass die Wirkung nach i.c.v. Applikation wenigstens zu einem Teil 
im DMH generiert wird, wurden die zu untersuchenden Substanzen dort lokal appliziert. Dazu 
wurde im Vergleich zur i.c.v. Applikation eine 10fach geringere Konzentration der 
Substanzen verwendet. . 
Als unspezifischer P2–Rezeptorantagonist fand PPADS Verwendung, da es im Vergleich zu 
anderen gebräuchlichen Substanzen wie Suramin oder Reactive Blue 2 keine direkte 
Beeinflussung des Glutamatzyklus zeigt (Fröhlich et al, 1996; Motin et Bennett, 1995; Gu et 
al, 1998) und so ein diesbezüglicher Nebeneffekt weitgehend ausgeschlossen werden konnte. 
L-NAME ist kein spezifischer Inhibitor der nNOS, weswegen eNOS und iNOS-vermittelte 
Effekte bei der beobachteten Wirkung nicht ausgeschlossen werden können. Da im ZNS 
jedoch nNOS als Isoenzym der NOS dominiert, kann davon ausgegangen werden, dass nNOS 
die tragende Rolle bei der Wirkungsvermittlung spielt. Der nNOS-spezifische Inhibitor 7-
Nitroindazol bot in der aktuellen Studie keine Möglichkeit, dieses Problem zu umgehen, da 7-
Nitroindazol die Monoaminooxidase (MAO)-B hemmt (Castagnoli et al, 1997; Royland et al, 
1999) und MAO-Inhibitoren auf dem elevated plus-maze anxiolytische Eigenschaften gezeigt 
haben (Griebel et al, 1998).  
4.3 Ergebnisse 
Das metabolisch stabile P2Y1,11,12,13 rezeptorspezifische ADP Analogon ADPβS erreichte in 
Dosen von 50 und 500 fmol i.c.v. eine anxiolytische Wirkung. Diese zeigte sich im Verhalten 
auf dem elevated plus-maze, durch einen prozentualen Anstieg der Eintritte der Ratte in die 
offenen Armen und der darauf verbrachten Zeit.  
Die stärkste Anxiolyse wurde nach einer Applikation von 50 fmol ADPβS erzielt; unter der 
höchsten Dosierung von 500 fmol zeigte sich eine signifikante Abnahme der Eintritte in die 
umschlossenen Arme, was als ein Zeichen für eine substanzinduzierte Änderung der 
allgemeinen Lokomotion, wie sie z.B. auch unter Gabe von Amphetaminen zu sehen ist, 
(Dawson et al, 1995) gewertet wird. Diese verminderte Lokomotion könnte ein Hinweis auf 
 31 
eine generelle Dämpfung des Tieres sein, ähnlich dem Bild unter dem klassischen 
Anxiolytikum Diazepam. Möglicherweise spielt eine P2-Rezeptor-vermittelte 
Glutamatfreisetzung in den ventrikelnahen Gebieten wie Nucleus accumbens und Striatum 
eine Rolle (Krügel et al, 2001b), die bekanntermaßen eine Minderung der Lokomotion 
bewirken kann (Schmidt und Kretschmer, 1997). 
Die anxiolytische Wirkung von 50 fmol ADPβS konnte durch 5 pmol PPADS antagonisiert 
werden, wodurch gezeigt wurde, dass die Vermittlung der anxiolytischen Effekte über P2-
Rezeptoren erfolgt.  
PPADS bindet an P2Y1-, nicht jedoch an P2Y11-Rezeptoren (Communi et al, 1999). Erst ab 
einer Dosierung von 30 µM zeigt PPADS einen Effekt an P2Y2-Rezeptoren. Die Substanz 
weist nahezu keine Affinität zu P2Y4 -und P2Y6 -Rezeptoren auf (Charlton et al, 1996; 
Bogdanov et al, 1998; Dol-Gleizes et al, 1999) und kann ebensowenig P2Y12 -Rezeptor 
vermittelte Wirkungen blockieren (Nicholas, 2001).  
Es konnte gezeigt werden, dass nur P2Y-Rezeptoren, die an die Phospholipase C gebunden 
sind, durch PPADS inhibierbar sind, nicht jedoch solche, deren Stimulation eine Hemmung 
der Adenylatcyclase zur Folge hat (Boyer et al, 1994). Damit ist es unwahrscheinlich, dass die 
ADPβS-Wirkung über P2Y2-, P2Y4-, P2Y6- oder P2Y11-Rezeptoren vermittelt wird. Der 
wahrscheinliche Transduktionsmechanismus ist in der Aktivierung der Phospholipase C, 
einem daraus folgenden Anstieg von IP3 und der entsprechenden intrazellulären Ca²
+-
Mobilisation über verschiedene Signalmetabolite wie Phospholipase A2, Proteinkinase C, 
Ca²+-abhängige Kaliumkanäle so wie NOS zu sehen. 
Die Verhaltensmuster nach der Gabe von ADPβS und PPADS glichen der alleinigen Gabe 
von PPADS. Dies liegt vermutlich an der P2-Rezeptor vermittelten Wirkungsweise des 
PPADS und belegt den effektiven Antagonismus durch die gewählte Dosis PPADS.  
Die Wirkungsvermittlung von ADPβS über P2Y-Rezeptoren konnte wiederum durch die 
erfolgreiche Aufhebung des anxiolytischen Effekts durch Gabe von 5 pmol des spezifischen 
P2Y1-Rezeptorantagonisten MRS 2179 (Boyer er al,1998) bewiesen werden. Da der 
anxiogene Effekt von MRS 2179 dem des PPADS sehr ähnlich ist, kann auch für das PPADS 
eine vor allem P2Y1-Rezeptor vermittelte Wirkung vermutet werden. 
Die Gabe von α,β meATP, einem ATP-Analogon, das nicht enzymatisch abgebaut wird 
(Kennedy and Leff, 1995), zeigte in keiner Dosierung einen Effekt, womit eine Beteiligung 
von P2X1-, P2X2- und P2X3-Rezeptoren, an die α,β meATP spezifisch bindet (Ralevic and 
Burnstock, 1998; Nörenberg and Illes, 2000), weitgehend ausgeschlossen ist.  
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Die These der Wirkung von ADPβS via NO als Signalmetabolit wurde geprüft und konnte 
durch die Antagonisierbarkeit der ADPβS-Wirkung durch den NO-Synthaseinhibitor L-
NAME im Verhaltensversuch gestützt werden. Geht man davon aus, dass die NOS über eine 
Erhöhung des intrazellulären Ca2+-Spiegels via P2-Rezeptoren stimuliert wird, so setzt die 
Wirkung von L-NAME in dieser Kaskade später ein. Tatsächlich konnte die Umkehrwirkung, 
nämlich die Aufhebung des L-NAME-vermittelten Effekts durch darauffolgende ADPβS-
Gabe, nicht erreicht werden. L-NAME alleine wirkte dosisabhängig angststeigernd im Ver-
haltensversuch. Dieses Ergebnis deckt sich mit den Befunden von Vale et al, 1998, nach i.p. 
Gabe des NOS-Inhibitors. Entsprechende Effekte wurden ebenfalls durch Verabreichung von 
anderen NOS–Inhibitoren wie L-NOARG erzielt. So reduzierte die Substanz L-NOARG die 
Exploration des elevated plus-maze (De Oliveira et al, 1997) und konnte den anxiolytischen 
Effekt von NO aufheben (Caton et al, 1994). Bei direkter Applikation von L-NOARG in 
Amygdala oder Hippokampus zeigte sich ebenfalls ein anxiogener Effekt (Monzon et al, 
2001), wie auch bei Mäusen mit einem eNOS-Defekt im Vergleich zum Wildtyp (Frisch et al, 
2000). 
Im aktuellen Versuch konnte der anxiogene Effekt von L-NAME durch eine Vorbehandlung 
mit 500 pmol L-Arginin, einem Substrat der nNOS, aufgehoben werden. D-Arginin, das Iso-
mer, das kein Substrat der nNOS ist, zeigte in gleicher Dosis keine Wirkung in dieser Kombi-
nation. Ebenso wirkungslos blieb die alleinige Gabe des D-Isomers, dagegen erzielte L-Argi-
nin bei einer Dosis von 500 pmol schwache, aber dennoch signifikante anxiolytische Effekte.  
Der immunhistochemische Nachweis der Kolokalisation von P2Y1-Rezeptoren und nNOS im 
dorsomedialen Hypothalamus stützt die These der Beteiligung von NO als Signalmetabolit 
bei der Verarbeitung von Angst. Zudem weist die Kolokalisation auf die bedeutende Rolle 
dieser Hirnregion als ein wesentliches Kerngebiet für die Verarbeitung von Angstreizen hin. 
Durch die lokale Applikation konnte die durch intraventrikuläre Gabe erreichte angstmodu-
lierenden Wirkung von ADPβS und MRS 2179 im Verhaltensversuch noch deutlicher gezeigt 
werden. Damit wird die Vermutung bekräftigt, dass der DMH eine zentrale Funktion in der 
Angstverarbeitung erfüllt und dass Unregelmäßigkeiten in der Substanzwirkung wahr-
scheinlich durch Interaktionen in umliegenden Gebieten bedingt sind.  
Ferner stützt das Ergebnis die These einer anxiolytischen Wirkung des Neuromodulators NO.  
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4.4 These der NO-Vermittlung 
Der immunhistochemische Nachweis der Kolokalisation von P2Y1-Rezeptoren und nNOS im 
dorsomedialen Hypothalamus stützt die These der Beteiligung von NO als Signalmetabolit 
bei der Verarbeitung von Angst.  
Auch die Ergebnisse der Verhaltensversuche mit L-NAME und L-Arginin allein und in 
Kombination miteinander beziehungsweise mit ADPβS weisen auf eine Schlüsselrolle des 
NO in diesem Zusammenhang hin. Dieses Resultat wird unter anderem durch die Arbeiten 
von Vale et al, 1998, Caton et al, 1994 und Quock und Nguyen 1992 gestützt, die in 
verschiedenen Arbeiten eine Anxiolyse unter NO-Freisetzung sowie anxiogene Effekte unter 
NO-Blockade festgestellt haben. Warum diesbezüglich von anderen Gruppen konträre 
Ergebnisse im gleichen Versuchsaufbau (Volke et al, 1995) beziehungsweise in ähnlicher 
Konstellation (Czech, 1998; Volke 2003) erzielt wurden. muss offen bleiben.  
Eine Erklärung, warum NO in äquivalenten Versuchsanordnungen entgegengesetzte Effekte 
verursacht hat, die einerseits auf gesteigertes Angstverhalten unter NO-Anstieg, andererseits 
auf Anxiolyse bei NO-Hemmung weisen, liegt möglicherweise in der Höhe der NO-
Konzentration. Dabei ist nicht nur die injizierten Dosis, beziehungsweise stimulierten 
Mehrausschüttung, sondern auch das Ausgangslevel der NO-Konzentration, das durch die 
Versuchs- und Haltungsbedingungen als auch durch unterschiedliche Nagerstämme 
determiniert wird, einzubeziehen. Da die Nager sehr sensibel auf jede Änderung in ihrem 
Umfeld reagieren, insbesondere über ihren Geruchssinn, ist es nicht möglich, absolut 
vergleichbare Versuchsbedingungen zu schaffen. Möglicherweise muss dem NO eine 
konzentrationsabhängig ambivalente Rolle zugeschrieben werden. Diese Vermutung wird 
durch die Tatsache unterstützt, dass in allen Versuchen die Wirkungskurve von NO 
konzentrationsabhängig U-förmig war, unabhängig davon, ob eine Anxiolyse oder anxiogene 
Wirkung als Ergebnis erreicht wurde.  
NO wird in der Literatur oft als „zweischneidiges Schwert“ bezeichnet, das in niedriger 
Konzentration antibakterielle, antivirale und antiinflammatorische Wirkungen entfaltet 
(Colasanti et Suzuki, 2000), bei längerfristig höheren Konzentrationen aber chronische 
Entzündungsprozesse unterstützen kann (Mariotto, Menegazzi, Suzuki, 2004). NO ist 
außerdem an Vorgängen wie Kreislaufstillstand, Herzinfarkt, Atherosklerose und Krebs 
beteiligt und kann bei hohen Konzentrationen toxisch sein und zum Zelltod führen (Liu, 
Wildhirt, Zhou, 1999). Es wirkt als Signalmetabolit bei neuronalen Vorgängen, ist aber auch 
an der Pathogenese degenerativer Krankheiten wie Morbus Alzheimer beteiligt (Shinde, 
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Mehta, Goyal, 2000). Die Zusammenschau dieser unterschiedlichen NO-vermittelten Effekte 
lässt vermuten, dass NO dosisabhängig in einem offensichtlich sehr komplexen System mit 
vielen Regulationsmechanismen eine zentrale Rolle spielt und dass zum Teil nur geringfügige 
Abweichungen einzelner Bedingungen zu unterschiedlichen Resultaten führen können. 
Geht man von einer sehr ausgeprägten Konzentrationsabhängigkeit aus, wird deutlich, dass 
die Wirkung von i.p. verabreichten Substanzen schwierig zu kalkulieren ist. Die Dosis, die 
das ZNS erreicht unterliegt Schwankungen, die unter anderem durch einen starken First-Pass-
Effekt in der Leber sowie intraindividuellen Unterschieden bezüglich der Dichte der NO-
Rezeptoren in der Peripherie bedingt sind. 
Einen weiteren Erklärungsansatz bietet die Art der Applikation, da Substanzen, die über einen 
NO-Anstieg wirken, peripher viele Effekte wie eine Modulation des Blutdrucks, der 
Herzfrequenz und des Gefäßtonus erzielen können (You et al, 1999). Bei diesem 
Applikationsweg ist die zentralnervöse Wirkung nicht sicher von peripheren Effekten 
abgrenzbar. Da in dem hier vorgestellten Versuchsaufbau purinerge Substanzen verabreicht 
wurden, die nur i.c.v. oder intracerebral applizierbar sind, da sie die Blut-Hirn-Schranke nicht 
passieren, wurde diese Applikationswege ebenfalls für die antagonistisch wirkenden 
Substanzen gewählt. Es kann postuliert werden, dass man durch diese Applikationsmodi eine 
dem Wirkungsort nahe Anreicherung erlangen und somit die Anxiolyse durch NO-Anstieg als 
einen unmittelbareren Effekt beobachten konnte, insbesondere, da die deutlichsten Ergebnisse 
nach lokaler Applikation erzielt wurden. 
Außerdem konnte in einer Studie eine unterschiedliche mRNA-Expression von Urocortin I 
(Ucn), das ebenfalls an der Verarbeitung von Angst in Zusammenhang mit NO beteiligt ist, 
zwischen zwei Rattenstämmen, nämlich Sprague-Dawley- und Wistar-Ratten, gefunden 
werden. Es zeigte sich eine hohe Kolokalisation von Ucn und nNOS im Nucleus Supraopticus 
des Hypothalamus bei beiden Rattenstämmen, im paraventikulären Nukleus des 
Hypothalamus konnte diese Kolokalisation nicht nachgewiesen werden, hier stellte sich 
jedoch ein signifikanter Unterschied des nNOS-mRNA-Signals bei der In-Situ-Hybridisierung 
beider Rattenstämme dar (Spina et al, 2004). Die daraus zu vermutende Differenz in der 
Ansprechbarkeit auf NO oder NO-Modulierende Substanzen zwischen verschiedenen 
Rattenstämmen muss auch zwischen Ratten und anderen Nagern angenommen werden. 
Ebenfalls möglich ist ein individueller Unterschied innerhalb eines Tierstammes. Hinweis 
darauf gibt eine Studie, in der gezeigt werden konnte, dass Nahrungskarenz bei Ratten im 
Hypothalamus vorrübergehend einer stärkere Sensitivität gegenüber ADP bzw. ATP über eine 
erhöhte Expression von P2Y1-Rezeptoren bewirkt. Eine Beteiligung der NO-Regulation ist 
dabei anzunehmen (Seidel et al, 2006). 
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Leimert und Blottner veröffentlichten 2003 eine Studie, in der sie zwischen dem 
vierundzwanzigsten Tag des Embryonalstadiums von Wistar-Ratten und dem sechzehnten 
postnatalen Tag keine Expression von nNOS-mRNA im Erdinger-Westphal-Kern finden 
konnten. In der oben genannten Studie von Spina et al., 2004, zeigte sich jedoch bei adulten 
Tieren eine hohe Dichte in diesem Bereich, so dass auch noch entwicklungs- und 
altersabhängige Unterschiede vermutet werden müssen. Solche Phänomene wurden bei einem 
Vergleich der unterschiedlichen experimentellen Arbeiten nicht oder nur marginal 
berücksichtigt und könnten die unterschiedlichen Untersuchungsergebnisse begründen.  
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass das ATP-Analogon ADPβS anxiolytisch wirkt, 
diese Wirkung aber durch die unspezifischen P2–Rezeptorantagonisten PPADS und L-
NAME, einem NOS-Inhibitor, sowie durch den spezifischen P2Y1-Rezeptorantagonisten 
MRS 2179 aufgehoben werden kann. PPADS, MRS 2179 und L-NAME alleine vermitteln 
jeweils anxiogene Effekte, die im Falle von L-NAME wiederum durch die Gabe von L-
Arginin, einem Substrat der NOS, aufgehoben werden können. Die Immunhistochemie 
demonstrierte die Kolokalisation von nNOS- und P2Y1-Rezeptor-Immunoreaktivität mit einer 
besonders hohen Dichte im dorsomedialen Hypothalamus. Daraus kann geschlossen werden, 
dass ADPβS vornehmlich über P2Y1-Rezeptoren wirkt, NO bei diesem Prozess als 
Signalmetabolit maßgeblich beteiligt ist und diese Vorgänge vor allem im dorsomedialen 
Hypothalamus lokalisiert sind. Das Verständnis der Interaktionen beteiligter Rezeptoren und 
Signalmetabolite ist essentiell zur Weiterentwicklung von Psychopharmaka. Möglicherweise 
bieten purinerge Substanzen eine Grundlage zur Entwicklung von Substanzen zur 
psychopharmakologischen Therapie von Angststörungen, deren Wirkung nur in der 
angstinduzierenden Situation eintritt und weniger allgemeine Dämpfung hervorruft. Ob es 
dabei zu einem Gewöhnungsprozess beziehungsweise einer Abhängigkeitsentwicklung 
kommt und langfristig eine Dosissteigerung zum Erreichen des gleichen Effekts erforderlich 
ist, wie man es z.B. von den Benzodiazepinen kennt, muss offen bleiben und könnte 
Gegenstand weiterer Untersuchungen sein. 
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Die hohe Dichte und breite Verteilung von P2Y-Rezeptoren im Hirn von Säugetieren lässt für 
diese Rezeptoren eine wichtige Rolle in den Prozessen des zentralen Nervensystems 
vermuten. Um die Beteiligung von P2Y-Rezeptoren bei der Verarbeitung von Angst zu 
untersuchen, wurde in dieser Arbeit das P2Y1,11,12,13-rezeptorspezifische ADP-Analogon 
Adenosin-5'-O-2-thiodiphosphat (ADPβS), der P2X1,3-Rezeptoragonist α,β-methylen-ATP 
(α,βmeATP), der unspezifische P2-Rezeptorantagonist Pyridoxalphosphat-6-azophenyl-2’,4’-
disulfonat (PPADS) und der spezifische P2Y1-Rezeptorantagonist N
6-methyl-2’-
deoxyadenosin-3’:5’bisphosphat (MRS 2179) Ratten intracerebroventrikulär injiziert und die 
Wirkung in einem Verhaltensversuch im standardisierten Angstmodell des elevated plus-maze 
untersucht. Die Substanzen wurden zu 0,5 µl verabreicht. ADPβS (50 fmol und 500 fmol) 
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zeigte dabei anxiolytische Wirkung mit vermehrten Eintritten und gesteigerter Aufenthaltszeit 
der Tiere auf den offenen Armen. Eine Prämedikation mit PPADS (5 pmol) oder MRS 2179 
(5 pmol) konnte diesen Effekt vollständig antagonisieren. Auch eine Vorbehandlung durch 
den unspezifischen NO-Synthase-Inhibitor Nw-nitro-L-arginin-methyl-ester (L-NAME) 
konnte die ADPβS-Wirkung verhindern. Bei alleiniger Gabe zeigten diese drei Substanzen 
anxiogene Wirkung mit einer verminderten Aufenthaltszeit und einer geringeren Zahl von 
Eintritten in die offenen Armen. Der anxiogene Effekt konnte wiederum durch eine Gabe von 
L-Arginin (500 pmol), einem Substrat der NO-Synthase (NOS), verhindert werden, nicht aber 
durch das Enantiomer D-Arginin (500 pmol), das kein Substrat der NOS ist. 
Die doppelte Immunfluoreszenz konnte die Präsenz der P2Y1-Rezeptoren an Neuronen in 
dorsomedialen Hypothalamus, Amygdala, Hippokampus und zentralen Höhlengrau wie auch 
die Kolokalisation von P2Y1-Rezeptoren und nNOS nachweisen. Die höchste Dichte an 
Immunoreaktivität fand sich im dorsomedialen Hypothalamus. Durch die lokale bilaterale 
Mikroinjektion von ADPβS und MRS 2179 konnten die in den vorausgegangen Versuchen 
erreichten Ergebnisse reproduziert und bestätigt werden. 
Zusammenfassend lässt sich postulieren, dass P2Y1-Rezeptoren maßgeblich an der 
Verarbeitung von Angst bei männlichen Wistar-Ratten beteiligt sind, die Vorgänge eng mit 
der Veränderung der NO-Konzentration verbunden sind und dass diese im dorsomedialen 
Hypothalamus vermittelt werden. Inwieweit diese Mechanismen auch in Amygdala und 
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